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摘 要: 针对急性早幼粒细胞白血病(APL) 中 PML /RARα 融合基因的碱基序列，设计了锁核酸(LNA) 修饰
的发夹结构捕获探针，结合信号探针构建新型的“三明治”电化学传感模式。信号探针末端修饰的生物素可
与酶上的亲和素结合，通过检测酶催化 H2O2 氧化底物 3，3'，5，5'-四甲基联苯胺(TMB) 产生的电化学信
号，实现对靶序列的检测。该传感器可识别和定量检测 PBS 缓冲液中人工合成的 PML /RARα 融合基因序列。
结果表明，该传感器能很好地区分互补序列、单碱基及多碱基错配序列，杂交电流值与目标链浓度在 1. 0 ×
10 －11～ 1. 6 × 10 －10 mol /L 范围内呈较好的线性关系，检出限为 1. 0 × 10 －13 mol /L。同时，该新型传感器成功地
用于无稀释人血清中 PML /RARα融合基因的检测，具有特异性强、灵敏度高和重复性好的优点，有望用于
临床实际样品的检测，进而实现临床上急性早幼粒细胞白血病的早期诊断及预后判断。
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Abstract: A novel DNA electrochemical probe ( locked nucleic acid，LNA) was designed and in-
volved in constructing an electrochemical DNA biosensor for the detection of PML /RARα fusion gene
in acute promyelocytic leukemia( APL) ． This biosensor was based on a“sandwich”detection strate-
gy，which involved a pair of LNA probes，e. g． hairpin capture probe and reporter probe． Streptavi-
din － HRP was bound to biotin labeled at the end of reporter probe via streptavidin － biotin affinity
binding． In the presence of hydrogen peroxide( H2O2 ) ，HRP catalyzed the oxidation of the substrate
3，3'，5，5'-tetramethylbenzidene( TMB) to offer an enzymatically amplified electrochemical current
signal for the detection of target DNA． This sensor was applied in the direct quantitative detection of
synthetic PML /RARα fusion gene in PBS buffer． The results indicated that the biosensor showed an
excellent specificity to distinguish the complementary sequence and different mismatch sequences． A
linear relationship between the amperometric signal and the target concentration was obtained in the
range of 1. 0 × 10 －11 － 1. 6 × 10 －10 mol /L with a detection limit of 1. 0 × 10 －13 mol /L. In addition，
the biosensor was used for the determination of PML /RARα fusion gene in human serum samples with-
out dilution with high sensitivity，selectivity and good repeatability． This method would be expected
to use in real sample for further solving the actural problems of early diagnosis and prognosis monito-
ring of APL．
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急性早幼粒细胞白血病( Acute promyelocytic leukemia，APL) 是一种临床表现十分凶险的急性白血
病，95%以上的 APL 患者有 t( 15; 17) ( q22; q21) 染色体易位，造成早幼粒细胞白血病( Promyelocytic
leukemia，PML) 基因与维甲酸受体 α( Retinoic acid receptor α，RARα) 基因重排，形成特异性的 PML /
RARα 融合基因。该基因是 APL 高度特异的恶性克隆标志基因，对 APL 早期诊断和预后监测具有重要
意义
［1 － 3］。目前 PML /RARα 融合基因的检测方法主要包括染色体分析、Southern － Blot、RT － PCR 及
FISH 等技术［4 － 7］，但这些方法均存在一定的缺陷，如特异性不高、敏感性低、操作繁琐、检测费用高
等，限制了其在临床中的应用。
电化学生物传感器具有选择性好、灵敏度高、分析快速、成本低等特点，在环境监测、临床诊断、




广泛关注; 同时，基于分子信标技术研制的发夹( Hairpin，HP) 结构传感器因具有高度的灵敏性、特异
性及操作简便等优点，近年来得到迅速发展［15 － 17］。本文综合两者优势，针对 APL 中 PML /RARα 融合
基因的碱基序列，设计了 LNA 修饰的发夹结构捕获探针( LNA － HP) ，结合 LNA 修饰的信号探针构建
了新型的“三明治”电化学传感模式，信号探针末端修饰的生物素可与辣根过氧化物酶( HRP) 上的亲
和素结合，通过检测 HRP 催化 H2O2 氧化底物 3，3'，5，5'-四甲基联苯胺( TMB) 而产生的电化学信
号，成功实现了对人工合成的 PML /RARα 融合基因片段的快速、灵敏识别，并进一步用于无稀释人血




CHI1030A 电化学分析仪( 上海辰华仪器公司) 。采用三电极体系，工作电极为金电极( 2 mm) ，对
电极为铂丝电极，参比电极为 Ag /AgCl 电极。
3，3'，5，5'-四甲基联苯胺 ( TMB，美国 Neogen 公司) ; 辣根过氧化物酶标记亲和素( 北京博奥森
生物技术有限公司) ; 97%巯基己醇( MCH) 、牛血清白蛋白( BSA) 均购自美国 Sigma 公司。PBS 缓冲液
由 10 mmol /L 磷酸氢二钠、10 mmol /L 磷酸二氢钠和 1. 0 mol /L NaCl 配制，用磷酸调至 pH 7. 4; TE 缓
冲液由 10 mmol /L Tris、10 mmol /L EDTA 和 1. 0 mol /L NaCl 配制，用 HCl 调至 pH 7. 4。所用试剂均为
分析纯，实验用水为 Milli-Q 水。血清样品由福建医科大学附属协和医院血液科提供。
DNA 探针及各目标链序列均购于宝生物工程( 大连) 有限公司，序列如下( 序列中 L 表示锁核酸位
置，下划线部分为错配碱基 ) : 发夹结构捕获探针 LNA － HP ( S1 ) : 5'SH － C6 － cgatccG
LAACTGCT-
GLCTCTGGGTLCTCAATggLatcg 3'; c 信号探针 ( S2 ) : 5'CLTGCCTCLCCCGGCLGCCACTLGGCCACLGTGGT-
Biotin 3'; PML /RARα 融合基因 cDNA 片段( S3) : 5'ACCACGTGGCCAGTGGCGCCGGGGAGGCAGCCATT-
GAGACCCAGAGCAGCAGTTC3'; 单碱基错配序列 1( S4) : 5'ACCACGTGGCCAGTGGCGCCGGGGAGGAA
GCCATTGAGACCCAGAGCAGCAGTTC3'; 单碱基错配序列 2( S5) : 5'ACCACGTGGCCAGTGGCGCCGGGG
AGGCAGCCATTGAGACCCCGAGCAGCAGTTC3'; PML 基因片段( S6) : 5'ACCACGTGGCCAGTGGCGCCGG
GGAGGCAGAGGAACGCGTTGTGGTGATCAGCAG3'; RARα 基因片段( S7 ) : 5'TTAGTGGATATAGCACAC-
CATCCCCAGCCACCATTGAGACCCAGAGCAGCAGTTC3'。
1. 2 实验方法
1. 2. 1 探针修饰电极的制备 金电极( AuE) 先置于浓 H2SO4 － 30%H2O2 ( 体积比 3 ∶ 1，Piranha 溶液)
中超声 10 min 后，用 0. 05 μm 粒度氧化铝粉末和水的混合物抛光至镜面，再依次置于乙醇、Milli-Q 水
中超声清洗。将预处理过的电极于 0. 1 mol /L H2SO4 中循环扫描至稳定，氮气吹干，在清洗后的电极表
面滴加 3 μL LNA －HP 探针( S1) ，室温固定 30 min 后，用 Milli-Q 水清洗，N2 氮气吹干，在 1. 0 mmol /L
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巯基己醇( MCH) 溶液中封闭 1 h，用 Milli-Q 水清洗，即得 LNA － HP /MCH /AuE 电极。
1. 2. 2 杂交溶液的制备 杂交液共 100 μL，其中含目标 DNA 链( S3 ) 、100 nmol /L 信号探针( S2 ) 及
PBS 缓冲液，均在杂交前于 94 ℃下变性 10 min，取出，室温自然冷却，待杂交。
1. 2. 3 杂交及电化学检测 将 LNA － HP /MCH /AuE 电极浸入含有一定浓度目标 DNA 链的杂交液中杂
交 1 h 后，用 PBS 缓冲液清洗，N2 吹干，即得 dsDNA /MCH /AuE 电极。将该电极在室温下于 0. 1%
BSA 溶液中浸泡 30 min，封闭残余的非特异性吸附位点。用 PBS 清洗，N2 吹干，于 AuE 表面滴加 3
μL HRP，作用 15 min 后，置于含有 TMB 和 H2O2 的溶液中进行循环伏安和计时电流扫描。实验条件
为: 循环伏安扫描的扫描速率 100 mV /s; 计时电流扫描的初始电位 0. 1 V，采样间隔 0. 1 s，实验时间
100 s，静置时间 0 s。
2 结果与讨论
图 1 不同电极在［Fe(CN) 6］
3 － /4 －
中的交流阻抗图
Fig. 1 Nyquist plots of different electrodes
in［Fe(CN) 6］
3 － /4 － solution
a. bare AuE，b. LNA － HP /AuE，c. LNA － HP /
MCH /AuE，d. dsDNA /MCH/AuE
2. 1 修饰电极的电化学性质表征
电化学阻抗谱是检测生物分子修饰电极界面结构
的有力工具。将电极置于 0. 01 mol /L K3［Fe( CN) 6］/
K4［Fe( CN) 6］( 1 ∶ 1 ) 的 0. 1 mol /L KCl 溶液中，在
初始电位 0. 22 V，频率范围 105 ～ 0. 1 Hz 条件下，考
察电极在不同制备阶段的界面阻抗性质。图 1 为不同
电极的电化学阻抗 Nyquist 图。［Fe( CN) 6］
3 － /4 －
在裸
AuE 上的电子传输过程，半圆直径很小( 曲线 a) ，表
明此时电子在 AuE 表面能够快速传输。当 LNA － HP
探针自组装到 AuE 表面时，其表面电阻迅速 增 大
( 4 202 Ω，曲线 b) ，这主要是因为 AuE 表面的 LNA －
HP 探针具有带负电荷的 DNA 磷酸骨架，排斥带负电
荷的［Fe( CN) 6］
3 － /4 －
到达电极表面进行氧化还原反
应，阻碍了电子传递。MCH 进行封闭后，电极表面
图 2 TMB 分别在不同修饰电极上的计时电流
曲线(A)与循环伏安图(B)
Fig. 2 Chronoamperometric curves(A) and cyclic
voltammograms(B) of TMB substrate at
different modified electrodes
a. dsDNA /MCH/AuE; b. HRP － LNA － HP /MCH /
AuE; c. HRP － dsDNA /MCH/AuE
组装更加紧密，表面电阻进一步增大( 11 480 Ω，曲
线 c) 。当探针与其互补 DNA 杂交反应后，电极表面
的负电荷数量继续增加，进一步排斥［Fe( CN) 6］
3 － /4 －
在电极表面进行电子交换，电极表面的电阻( 9 533 Ω，





考察 了 HRP － LNA － HP /MCH /AuE、dsDNA /
MCH /AuE 及 HRP － dsDNA /MCH /AuE 在 TMB 中的
计时电流图和循环伏安图 ( 见图 2 ) 。由图 2A 可知，
在 dsDNA /MCH /AuE 表面滴加 3 μL HRP 后，电流信
号( 曲线 c) 较滴加前( 曲线 a) 明显放大，说明“三明
治”传感模式构建成功，信号探针末端修饰的生物
素与 HRP 上的亲和素结合，将酶固定在电极表面，在 HRP 的催化作用下，H2O2 能催化氧化 TMB 生成
双偶氮联苯胺类物质，从而产生了明显的电流放大信号。同时，在 LNA － HP /MCH /AuE 表面滴加 3 μL
HRP，并没有出现明显的电催化现象( 曲线 b) 。因 LNA － HP /MCH /AuE 未进行杂交反应，不含信号探
针，HRP 无法键合到电极表面，进一步证明了该方法的特异性，与图 2B 的循环伏安法扫描结果一致。
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2. 3 实验参数的优化
2. 3. 1 探针自组装时间的选择 采用交流阻抗法对自组装时间进行考察。结果表明，LNA － HP 在电
极表面的固定量随着组装时间的延长而增加，30 min 后，组装量变化不明显。用计时电流法检测不同
自组装时间修饰电极的杂交信号，发现组装 30 min 后的杂交电流稳定，与交流阻抗法的结果一致，因
此选择探针自组装时间为 30 min。
2. 3. 2 探针组装浓度的选择 将预处理过的电极分别浸泡在 0. 01、0. 1、1、5、10 μmol /L 的 LNA －
HP 探针溶液中自组装 30 min，采用计时电流法考察，结果表明，探针浓度为 1 μmol /L 时，杂交电流
信号值最大。
2. 3. 3 杂交溶液离子强度的选择 一价阳离子如 Na + 的存在可以提高异源杂交双链的生成速率，随
着离子强度的增加，杂交反应率增加，但当 NaCl 的浓度超过 1. 0 mol /L 后，杂交反应率变化不明显。
因此，选取含 1. 0 mol /L NaCl 的 PBS 缓冲溶液作为杂交底液。
2. 3. 4 杂交温度与杂交时间的选择 采用计时电流法考察了温度分别为 25、35、45、55、65 ℃ 时，
探针与 10 nmol /L 互补序列( S3) 的杂交情况。结果表明，温度高于 35 ℃后，杂交 1 h 的电流信号变化
不大，且温度越高，峰电流达到最大值的时间越短。但温度过高，捕获探针的发夹结构打开，特异性
下降
［18］。综上，选择在 35 ℃杂交 1 h。
图 3 LNA 探针与不同序列杂交后的计时电流
曲线图(A)与条形图(B)
Fig. 3 Chronoamperometric curves (A) and bar graph
(B) of DNA probe after hybridizing with different sequence
a. complementary target sequence，b. single-base mismatch sequence
1，c. single-base mismatch sequence 2，d. PML － DNA sequence，
e. RARα － DNA sequence，f. current-time curves of background;
all concentration of the sequence were 10 nmol /L
2. 3. 5 酶修饰时间的选择 目标 DNA 在电极表








中设计 合 成 两 条 不 同 的 单 碱 基 错 配 序 列 ( S4、
S5) ，序列 S4 的错配位点位于整个互补序列的中
间，序列 S5 的错配位点位于捕获探针对应互补
序列的中间。结果发现 ( 图 3A) ，序列 S4 与 S5
的电流( 曲线 b、c) 均明显小于靶标序列 S3( 曲线
a) 的电流，说明该传感器对单个碱基错配序列具
有较好的识别作用; 基于正常人与病人细胞中均
含有 PML 及 RARα 基因，实验进一步考察了传感器对这两种基因序列的选择性。PML ( S6 ) 序列与
RARα( S7) 序列中均只有一半为互补序列，分别与信号探针或捕获探针互补，杂交后的电流( 曲线 d、
e) 与空白电流( 曲线 f) 几乎一致，说明 S6、S7 序列均不能与探针构成 “三明治”结构。图 3B 为该探
针与不同碱基序列杂交后相关电流的条形图。研究表明，该传感器能够较好地识别互补序列、单碱基
错配序列与 PML 及 RARα 序列。
2. 5 传感器检测的线性范围与检出限
采用计时电流法对 PML /RARα 融合基因片段( S3) 进行定量考察。在最佳条件下，将 LNA － HP 探
针修饰电极分别插入一系列不同浓度的杂交溶液中，在 35 ℃杂交 60 min，其时间电流曲线见图 4A。
在 1. 0 × 10 －11～ 1. 0 × 10 －8 mol /L 范围内，电流值( I) 与 DNA 浓度( c) 呈非线性对数关系。在 1. 0 × 10 －11～
1. 6 × 10 －10 mol /L 范围呈较好的线性关系( 图 4B) ，回归方程为 I ( μA) = 0. 160 6 + 5. 702cDNA ( pmol /L) ，
r2 = 0. 993 3，检出限( S /N = 3 ) 为 1. 0 × 10 －13 mol /L。对 1. 0 × 10 －10 mol /L 的靶 DNA 溶液平行测定 5
次，相对标准偏差为 8. 6%。结果表明，该传感器具有较好的重复性。
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图 4 不同浓度的目标链杂交计时电流图(A)及电流强度与目标 DNA 浓度的线性关系图(B)
Fig. 4 Current － time curves of hybridization of different concentration of target sequences(A)
and linear plot of current vs target DNA concentration(B)
concentration of target sequence ( from bottom to top): 10 000，5 000，1 000，500，100，10，0 pmol /L，
insert shows logarithmic plot of currents versus target DNA concentration
2. 6 血清中靶 DNA 的检测
采用计时电流法检测了不同浓度的互补链( S3) 在血清中的杂交信号，结果表明，LNA － HP 探针修
饰的电极有着较好的抗蛋白质非特异性吸附能力，目标链( 1 nmol /L) 在血清中的杂交信号与在 PBS 杂
交缓冲液中一致，检出限可低至 10 pmol /L( 检测信号大于空白标准偏差的 3 倍) 。同时，检测了探针与
不同序列( S3、S4、S5、S6、S7) 在血清中杂交后的电流信号，发现传感器的选择性与在纯 PBS 杂交体
系中一致。
2. 7 电极的再生
测量后的电极浸入热的杂交缓冲液( 大于 95 ℃ ) 中 5 min，可除去杂交的目标 DNA 链和检测探针并
将捕获探针保留在电极表面，之后迅速浸入冰水中冷却使电极再生。采用计时电流法检测杂交信号，
发现 LNA － HP /MCH /AuE 电极重复使用 5 次时，仍有很好的重复性( RSD =2. 7%，n = 5 ) 。
3 结 论
本文通过设计锁核酸( LNA) 修饰的发夹结构寡核苷酸作为捕获探针，与信号探针及目标链杂交形
成新型的“三明治”传感模式，用于 APL 中 PML /RARa 融合基因的检测。结果表明，该传感器能够很
好地识别互补链与单碱基错配链，具有较高的特异性。在优化条件下，目标 DNA 在 1. 0 × 10 －11～ 1. 6 ×
10 －10 mol /L 浓度范围内，与电流值( I) 呈较好的线性关系( r2 = 0. 993 3) ，检出限为 1. 0 × 10 －13 mol /L，
具有良好的重复性与可再生性。同时在血清中的检出限可低至 10 pmol /L，具有较好的抗蛋白质非特异
性吸附能力，有望用于临床实际样品的检测。
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器装置: 包括设备名称、型号，仪器照片或仪器结构示意图，制造厂商等; ②仪器原理简介; ③技术
指标; ④应用范围; ⑤实例与应用: 包括特征样品的前处理方法、谱图、分析参数( 准确度、精密度、
检出限数据及线性范围等) 。
二、稿件格式: 标题 3 号黑体，公司名字小 5 号宋体，正文 5 号宋体，一级标题 4 号黑体，二级
标题小 4 号黑体，表题及图题小 5 号宋体，表内及图内文字为 6 号宋体。
三、字数要求: 不超过 3000 字 /篇，即不超过本刊 2 个版面。
四、该栏目文章将同时上传到本刊网站，供广大读者阅读，以扩大影响。
五、本刊将定期对该栏目中的新仪器进行汇总、分类，向广大作者、读者推介，并将读者对于新
仪器的相关意见反馈给仪器厂商。
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